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　　【目的】　采用间断给药二乙基亚硝胺（ＤＥＮ）诱发大鼠肝癌模型，动态观察肝细胞癌变过程中内质网应激（ｅｎ

ｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ，ＥＲＳ）信号通路关键调控因子的变化，为阐明肝癌的发生机制、预防和靶向治疗提供实

验依据。

【方法】　清洁级雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠１３６只，５周龄，体质量１４０～１６０ｇ，分为：（１）实验组１２０只：用灭菌食用水

配置浓度０．０１％ＤＥＮ溶液，连续饮用５周后，改饮一般的灭菌食用水３周，再继续饮用含０．０１％的ＤＥＮ溶液１２

周停药；（２）对照组１６只：整个过程均饮用灭菌食用水，实验组大鼠分别在５、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０周各处死１５

只，正常组于５～２０周之间以上各时间点处死２只对照组大鼠。利用光镜和电镜技术观察诱癌过程中肝组织的形

态学变化，采用蛋白质印迹和ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ技术检测 ＧＲＰ７８、ＰＥＲＫ、ＡＴＦ６、ＩＲＥ１、ＣＨＯＰ、ｅＩＦ２α、ＴＲＡＦ２和

ｃａｓｐａｓｅ１２表达情况。

【结果】　实验组大鼠诱癌早期（１～８周）：肝小叶结构基本完整，部分肝细胞呈气球样变，可见灶性坏死伴炎

性细胞浸润，逐渐出现纤维组织增生及肝细胞再生，线粒体肿胀，基质颗粒消失和空泡变；诱癌中期（９～１４周）：肝

脏表面出现灰白色病灶，形成典型的假小叶结构，线粒体数目增多、嵴断裂；诱癌晚期（１５～２０周）：癌细胞异型性

明显，出现单核细胞和核分裂相，线粒体减少、结构不清，粗面内质网失去层状结构，核蛋白体脱落。蛋白质印迹和

ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果显示：ＥＲＳ相关蛋白在诱癌早、中期（１～１４周），这些蛋白逐渐升高，诱癌晚期（１５～２０周）表达

达到峰值后无明显变化。

【结论】　ＥＲＳ参与了ＤＥＮ诱发大鼠肝损伤、肝细胞增生、肝硬化的发生过程，但是大鼠形成肝癌后，ＥＲＳ不

参与肝癌细胞的生长。

　　关键词：内质网应激；大鼠；肝癌
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白细胞介素３３对肿瘤组织中髓系抑制性细胞功能的调控及机

制
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　　【目的】　ＣＤ１１ｂ
＋
Ｇｒ１

＋髓系抑制性细胞（ｍｙｅｌｏｉｄｄｅｒｉｖｅｄｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｃｅｌｌｓ，ＭＤＳＣｓ）具有强大的抑制Ｔ细胞的

功能，是肿瘤微环境中介导肿瘤免疫逃逸和促进肿瘤发展的重要细胞亚群，但其功能调控的分子机制尚不清楚。

本研究目的是揭示肿瘤组织中白细胞介素３３（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ３３，ＩＬ３３）对 ＭＤＳＣ功能的调控作用及其机制。

【方法】　给ＢＡＬＢ／ｃ小鼠接种４Ｔ１细胞，构建小鼠乳腺癌模型；用免疫荧光、定量ＰＣＲ、免疫组化和ＥＬＩＳＡ等

方法检测小鼠４Ｔ１和人乳腺癌组织中ＩＬ３３的表达水平；流式细胞术检测野生型和ＩＬ３３受体ＳＴ２敲除小鼠
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（ＳＴ２
／）肿瘤组织中ＣＤ１１ｂ＋Ｇｒ１＋ＭＤＳＣ的比例，以及 ＭＤＳＣ增殖和凋亡的水平；检测ＩＬ３３处理前后 ＭＤＳＣ存

活水平，以及精氨酸酶１（ａｒｇｉｎａｓｅ１，Ａｒｇ１）在ｍＲＮＡ水平以及酶活性上的变化；蛋白质印迹法检测ＩＬ３３处理后

ＭＤＳＣ相关信号通路分子的改变，并用转录因子抑制剂进行验证，以揭示ＩＬ３３调控 ＭＤＳＣ功能的关键转录因子。

【结果】　小鼠４Ｔ１和人乳腺癌组织中存在大量ＩＬ３３表达的现象；小鼠和人乳腺癌组织上清液中检测到高水平

的ＩＬ３３。在小鼠肿瘤组织中，ＭＤＳＣ高表达ＳＴ２，其中４５％的ＳＴ２＋细胞为 ＭＤＳＣ；ＳＴ２
／小鼠肿瘤组织中 ＭＤＳＣ的

数量比野生型显著减少（犘＜０．００１）；ＳＴ２
／小鼠肿瘤组织中的 ＭＤＳＣ增殖显著减少，凋亡显著增多（犘＜０．０５）；体外

ＩＬ３３刺激能诱导 ＭＤＳＣ增殖，减少凋亡；ＩＬ３３处理２４ｈ后，Ａｒｇ１的 ｍＲＮＡ表达及酶活性均显著增高（犘＜０．

０１）。ＩＬ３３处理后，ＭＤＳＣ的ＮＦκＢ和ＥＲＫ的磷酸化水平明显增加，而加入转录因子抑制剂后，ＩＬ３３诱导 ＭＤ

ＳＣ上调Ａｒｇ１表达的效应显著降低（犘＜０．０１），表明ＮＦκＢ和ＥＲＫ对于ＩＬ３３调控 ＭＤＳＣ的功能极其重要。

【结论】　证实肿瘤组织中高水平ＩＬ３３分泌可诱导 ＭＤＳＣ增殖，促进其在肿瘤组织中的聚集，并上调 ＭＤＳＣ

表达Ａｒｇ１而增强其免疫抑制功能，ＮＦκＢ和ＥＲＫ是ＩＬ３３作用于 ＭＤＳＣ通路中至关重要的转录因子。研究结

果为揭示肿瘤细胞免疫逃逸的机制提供了新的观点，并可能为肿瘤的免疫治疗提供新的思路。

　　关键词：白细胞介素３３；乳腺癌；髓系抑制性细胞（ＭＤＳＣ）；ＳＴ２／小鼠；精氨酸酶１；ＮＦκＢ；ＥＲＫ
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　　【目的】　研究介导乳腺癌干细胞（ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＣＳＣｓ）药物抵抗的新机制。

【方法】　通过ＣＣＫ８ａｓｓａｙ和球囊形成实验检测 ＭＣＦ７细胞和（或）无血清非粘附悬浮培养得到富集ＢＣＳＣｓ

的 ＭＣＦ７ｍａｍｍｏｓｐｈｅｒｅ（ＭＣＦ７ＭＳ）对紫杉醇和盐霉素反应的差异。通过蛋白质印迹、免疫荧光或免疫组化检

测 ＭＣＦ７和 ＭＣＦ７ＭＳ细胞及其荷瘤鼠移植瘤中 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ（Ｈｈ）通路主要因子ＰＴＣＨ、ＳＭＯ、Ｇｌｉ１及Ｇｌｉ２的表

达，及紫杉醇或盐霉素处理后表达的改变。进一步应用ＣＣＫ８ａｓｓａｙ和球囊形成实验考察 Ｈｈ通路主要配体Ｓｈｈ

或ＳＭＯ抑制剂环巴明对盐霉素或紫杉醇抑制 ＭＣＦ７ＭＳ细胞增殖作用的影响。此外，动物水平也考察了 ＭＣＦ７

ＭＳ细胞移植瘤内 Ｈｈ通路活性与荷瘤鼠药物敏感性的关系。而且，在２９０例临床乳腺癌病理组织中，以免疫组化

检测及卡方检验分析了ＳＭＯ及Ｇｌｉ１的阳性表达与ＢＣＳＣｓ特异标记物ＣＤ４４
＋／ＣＤ２４表达的相关性。

【结果】　ＭＣＦ７ＭＳ具有ＢＣＳＣｓ的ＣＤ４４
＋／ＣＤ２４－／ｌｏｗ表型、高表达干细胞标记物ＯＣＴ４、强的克隆形成能

力、强的侵袭迁移能力、强的在体成瘤能力等干细胞特性。ＭＣＦ７ＭＳ对紫杉醇不敏感，而对盐霉素高度敏感，不

同于 ＭＣＦ７细胞对紫杉醇敏感，而对盐霉素不敏感。ＭＣＦ７ＭＳ细胞及其荷瘤鼠移植瘤中的 Ｈｈ通路主要因子

ＰＴＣＨ、ＳＭＯ、Ｇｌｉ１及Ｇｌｉ２的表达均明显高于 ＭＣＦ７细胞。盐霉素可明显抑制 ＭＣＦ７ＭＳ细胞中Ｈｈ通路这些因

子的表达，而紫杉醇未见抑制作用，且盐霉素和紫杉醇均对 ＭＣＦ７细胞中的这些蛋白的表达无抑制作用。进一步

发现了Ｓｈｈ激活或环巴明抑制Ｈｈ通路分别下调或上调了 ＭＣＦ７ＭＳ对盐霉素或紫杉醇的敏感性。而且，在荷瘤

鼠水平也发现了可抑制 ＭＣＦ７ＭＳ荷瘤鼠移植瘤生长的盐霉素也抑制了ＰＴＣＨ、ＳＭＯ、Ｇｌｉ１及Ｇｌｉ２的表达，而对

荷瘤鼠移植瘤生长无明显抑制作用的紫杉醇对这些因子的表达也无明显的抑制作用。此外，在临床乳腺癌病理组

织中，发现了ＳＭＯ及Ｇｌｉ１的阳性表达与ＣＤ４４＋／ＣＤ２４－表达正相关。

【结论】　在细胞、裸鼠移植瘤水平及临床病理组织中，乳腺癌干细胞介导的药物敏感性与 Ｈｈ通路活性改变

相关。

　　关键词：乳腺癌组织；球囊细胞；ＣＤ４４
＋／ＣＤ２４－表型；乳腺癌干细胞；药物敏感性；Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路
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